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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 言
近年、鶏 において高エネルギー ・高栄養飼料多給による生産 の向上に伴い、脂肪の過剰蓄積に代表
され る脂質代謝異常が問題 にな っている。鶏の脂質代謝異常問題 を解決す るた めの戦略 として、栄養
による脂肪蓄積の制御法の開発が望まれて いる。栄養による脂肪蓄積 の制御法 を考えるにあたって、
脂質代謝に対 して大 きな影響をおよぼ して いる、飼料中に添加す る油脂 を操作す ることが有効である
と考 えられ る。中鎖脂肪とは炭素数6-12の脂肪酸(中 鎖脂肪酸)か らなる脂肪であ り、 ヒトおよび
実験動物 に中鎖脂肪を給与す ると、炭素数12以 上の脂肪酸(長鎖脂肪酸)からなる長鎖脂肪給与時に比
べて、体 脂肪蓄積が低下す ることが知 られて いる。 しか しなが ら、 中鎖脂肪給 与による体 脂肪蓄積の
低下 は、複合的な作用の結果であり、そのメカニズムは未だ完全には解明されていない。
当研究室の これ までの研究の結果か ら、鶏 に中鎖脂肪 を給与すると長鎖脂肪給与時 に比べて、増体
量は変化 しないのにも関わ らず、腹腔 内脂肪蓄積が減少する ことが明 らか とな っている。 この時、特 「
徴的代謝変化 として、血漿中リポプロテイン濃度の低下が認め られた。
鶏では、 ほ乳類 とは異な り、脂肪組織 の脂肪合成能は肝臓に比べ て低 く、脂肪組織 に蓄積する脂肪
の大部分は、肝臓で合成された脂肪に由来する。 また、鶏の血中リポプロテイ ン濃度 と体脂肪蓄積 に
は正 の相関関係があることが知 られている。 これ らのことか ら、鶏では脂肪蓄 積に リポプロテイ ン分
泌が大き く関与 して いると考えられる。 したがって、鶏における脂肪蓄積の栄養制御法 を究明するた
めには、肝細胞か らのVLDL分泌に主眼をおいた研究が必須である。
鶏では、中鎖脂肪給与により血漿中リポプロテイン濃度 の低下が認め られた。 この ことか ら、中鎖
脂肪の構成脂肪酸である中鎖脂肪酸 は肝臓か らの超低密度 リポプロテイ ン(VLDL)分泌低下作用 を有
する可能性が推察 された。しか しなが ら、肝臓か らのVLDL分泌 に対する中鎖脂肪酸の作用について
の詳細な研究はほとんどない。そ こで、本研究では、中鎖脂肪酸であるオクタ ン酸のVLDL分泌に対
す る作用 とその作用機作 を解明す ることを目的として、鶏初代培養肝細胞を用いて、以下の3点 につ
いて探索を試みた。
1.VLDL分泌に対す るオクタン酸の作用をVLDLの 構成脂質:である トリアシル グリセ ロール(TG)と
構造 タンパク質であるアポ リポプロテイ ンB(apoB)の両面か ら明 らかにする。
2.オクタン酸のVLDL分 泌低下作用の作用機作 を探索するために、細胞内apoB代 謝に対するオク
タン酸の作用について明 らかにする。
3.apoB遺伝子発現に対するオクタン酸の作用について明らかにする。
第2章VLDL-TG分 泌 に対 す る オ ク タ ン酸 の 作 用
中鎖脂肪酸で あるオクタン酸(炭素数8)は、長鎖脂肪酸であるパル ミチ ン酸(炭素数16)に比べ、
VLDL-TG分泌を低下させることが ラッ ト分離肝を用いた実験 において報告 されている。本章におい
ては、鶏初代培養肝細胞を用いて、オクタン酸がVLDL-TG分泌低下作用 を有するか否かを明 らかに
す ることを目的とした。
最初に、オクタン酸のVLDL-TG分泌に対する作用をパルミチン酸の作用 と比較 した。肝細胞に0,
0.21,0.36,0.60mMのオクタン酸またはパルミチ ン酸 を添加 して24時 間培養 した。コン トロール と
して、 アルブミンのみを含む脂肪酸無添加区 を設けた。実験の結果、細胞内TG量 は、パルミチン酸
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添加 区では添加濃 度の増加に従って上昇 したが、オクタン酸添加区では、濃度依存的な上昇は認め ら
れなかった(Fig.2-1A)。VLDL-TG分泌量は、パル ミチ ン酸添加区では0.36mM添加時に最大とな
った。一方、オ クタン酸添加区では、濃度依存的な増加 は認め られず 、コン トロール区とほぼ同じ値
を示 した(Fig.2-1B)。これらの結果から、パルミチ ン酸はvLDL-TG分 泌を促進するのに対 して、
オクタン酸は、促進効果が顕著ではない ことが示 された。 このよ うなオ クタ ン酸の特性には、細胞内
へ
し
TG量が、パル ミチ ン酸添加区に比べ、低下 していた ことが関与 している可能性もある。
そ こで、細胞内TG量 を増加させた条件下でのVLDL-TG分泌量に対するオクタン酸の作用 につい
て検討 した。細胞内TG量 を増加させるために、すべての区に0.2rnMパルミチン酸 を添加 し、さら
に0,0.1,0.21,0.36,0.6,1.OmMのオクタン酸 を同時添加 し、24時間の培養を行った。パルミチン
酸添加によ り、細胞内TG量 は、脂月方酸無添加時(124.0±5㎜01/㎎cellprote㎞)の約1.21音以上に
増加 した(Fig.2-2A)。VLDL-TG分泌量は、オクタン酸添加によ り0.36mMまでは大きく変化 しな
かったが、0.6mM以上の濃度では有意な低下が認め られた(Fig.2-2B)。以上の結果か ら、オクタン
酸は、細胞内TG量 が高い条件においてもVLDL-TG分泌を低下させる ことが明 らかになった。
さらにオクタン酸のVLDL-TG分泌低下作用 について確認す るために、オクタン酸の添加濃度を拡
大 して単独添加 し(0,0.2,1.0,2.OmM)、VLDL-TG分泌 に対す る作用 を検討 した。細胞内TG量 は、
いずれ の試験 区において も大きな変化は認められなかった(Fig.2-3A)。vLDL-TG分泌量は、オク
タン酸1.OmMま での添加では、大きな変化は認め られなか ったが、2.OmMの 単独添加では、有意
に低下 した(Fig.2-3B)。この結果か ら、2.OmMの オクタン酸単独添加 は、明確なVLDL-TG分泌
低下作用を示す ことが明らか となった。
第3章apoB分 泌 に 対 す るオ ク タ ン酸 の 作 用
VLDLは 、その核にTGを 有しリン脂質の膜で包まれた粒子であ り、構造タンパ ク質としてVLDL
1粒子 あた り1分 子のapoBを有している。 したがって 、VLDL分泌は、VLDL-TG分泌 とapoB分
泌の2つ の指標で評価す ることが適切である。そこで本章では、VLDLの構造タンパク質であるapoB
に着 目し、apoB分泌に対するオクタン酸の作用について検討 した。
最初にapoB分 泌に対するオクタン酸添加の影響 を、パル ミチン酸 無添加 ・添加の2つ の条件下で
検討 した。0.2mMパ ル ミチン酸無添加 ・添加条件下でオクタン酸 を0ま たは1.OmM添 加 して肝細
胞 を24時 間培養 した。培養終了後、細胞タンパ ク質量 とapoB分泌量を測定 した。apoB分泌量は、
0.2mMパルミチン酸無添加(Fig,3-1A)・添加(Fig.3-1B)条件のいずれにおいて もapoB分泌量を
有意 に低下 させた。 この ことからオクタン酸はapoB分泌低下作用 を有す ることが明らか となった。
次 に、オクタ ン酸添加濃度を、VLDL-TG分泌低下作用 の認め られ た2.OmMま で拡大 し、apoB
分泌 に対す るオクタン酸 の作用を検討 した。肝細胞 をオクタ ン酸0,0.2,1.0,2.OmMを添加して24
時間培養 した。実験 の結果、オクタ ン酸1.OmM添 加区で は、apoB分泌量は低下傾向にあ りオクタ
ン酸2.OmM添 加区では有意な低下が認め られた(Fig.3-2)。
第2章 ・第3章 の結果 から、オクタン酸は鶏初代培養肝細胞においてVLDL分 泌低下作用を有する
ことが、VLDL-TG分泌 とapoB分泌 の両面か ら明示 された。 また、オ クタン酸のVLDL分 泌低下作
用の作用機作 を探索するにあたって、2.OmMオクタ ン酸添加条件が適切であると考え られた。
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第4章 細 胞 内apoB代 謝 に対 す る オ ク タ ン酸 の 作 用
前章の結果、オクタン酸のVLDL分泌低下作用が構造タンパク質であるapoBの面か らも示された。
細胞内apoB代 謝はVLDL合 成 ・分泌 を制御する最 も大 きな要因である。VLDLの 合成 ・分泌機構
は、い くつかのステ ップで制御されている。apoBは小胞体 膜上で翻訳 ・合成 され、小胞体脂質転送
タンパク(MTP)の働きによ りTGと 会合 して新生VLDLが 合成(assembly)される。 この時、TGと 会
合す ることができなかったapoBは分解される。合成された新生VLDLは ゴルジ体に移行 し、さらに
TGや アポ リポプ ロテイ ンA-1な どの付加 をうけ、修飾されたのち細胞外 に分泌 される。 このように
細胞内apoB代謝について検討するためには、apoB合成 ・apoB分解 ・VLDLassemblyの3点につ
いて検討す るのが適切である。そ こで本章では、オクタン酸 のapoB分 泌低下作用の作用機作を解明
するために、細胞内apoB代謝に対す るオクタン酸の作用について検討 した。'
実験は、鶏初代培養肝細胞を用い、オクタン酸2.OmM添 加 区とコン トロール として脂肪酸無添加
区、およびポジティブコン トロールとしてVLDL-TG分泌促進作用が認められたパルミチン酸0.2mM
添加区を設けた。
最初に、細胞 内apoB量 に対するオクタン酸の影響 をウエスタ ンブロット法および細胞免疫染色法
を用いて観察 した。細胞内apoB量 は、オクタ ン酸添加によ り若干減少す る傾向が認め られたが、顕
著な変動ではなか った(Fig。4-1)。また、細胞免疫染色像か らは、肝細胞 の形態 にはオクタン酸による
大きな変化は認め られなかった(Fig.4-2)。以上の結果か ら、オクタン酸はVLDL分 泌を低下させる
にもかかわ らず、細胞内apoB量の過剰蓄積 は認め られないことか ら、細胞内 のapoBの合成 ・分解■
な どの代謝がオクタ ン酸によ り変動して いる可能性が推察 された。
次にVLDLassemblyを調節するMTPに 対す るオクタ ン酸の影響 をウエスタンブロッ ト法を用い
て検討 した。細胞内Mrp量 は、いずれ の試験区において も大きな変化は認め られなかった(Fig.4-3)。
この ことからVLDLassemblyにはオクタン酸は大 きな影響 を与えな いことが明 らかになった。
さ らに、apoB分解に対するオクタン酸の影響をパルス チーェイス法を用いて検討 した。apOB分解
は、脂肪酸によるVLDL分 泌制御のキーポイ ン トであると考 え られてきた。オクタン酸のVLDL分
泌低下作用がapoB分 解制御 に起因すると仮定すると、apoB分解量 は増加 していることが予測され
る。[35S]メチオニ ンを用いたパルス ・チェイス試験の結果か ら、ラベルされたapoBのチェイス培
養中の動態を、パルス終了直後の細胞 ラベルapoB量 に対す る比率で示 し(Fig.4-4)、さらに培養3
時間後のラベルapoB動態を量的に示した(Fig.4-5)。オクタン酸は、3時間のチエィス培養後の.apoB
分解量(Fig.4-6A)およびapoB分解率(Fig.4-6B)のいずれ も、コントロールおよびパルミチン酸添
加区に比べて、予想に反 して低下させた。 また、 この実験 系にお いてもオクタン酸によ りapoB分泌
.量はコン トロールおよびパルミチ ン酸添加区に比べて低下す る ことが確認された(Fig.4-7)。これ ら
の結果か ら、オクタン酸はapoB分解低下作用を有す るものの、VLDL分 泌低下作用 における主要な
制御点 とはなっていない ことが明 らか となった。
最後に、apoB合成 に対す るオ クタン酸の影響 を検 討 した。パルス ・チェイス試験の結果か ら、オ
クタ ン酸添加 によってパルス終了直後の細胞内ラベルapoB量 は低下 し、オクタン酸がapoB合成を
低下 させる可能性が推察 された(Fig.4-8)。小胞体膜上で翻訳 されたapoBは 合成 と同時にapoBの
細胞内消化(プロテオ ライシス)をうける。従ってapoB合 成量 をよ り正確に測定するためには、プロ
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テオライ シスを抑えた条件下でapoB合 成量 を測定するのが適切である。そ こで、apoB合成に対す
るオ クタ ン酸 の影響 をさ らに明確 にす る ために、 プロテ オソーム阻害剤 であるALLN(N-acetyl-
1eucyl-1eucyl-norleucina1)添加条件下 でapoB合 成量 に対す るオクタン酸の影響 を検討 した。その
結果、ALLN添 加時 においてもオクタン酸 によりapoB合成量が低下 していることが確認された(Fig.
4-9)a
本章の結果か ら、オクタン酸によるVLDL分 泌低下作用 は、細胞内のapoB合成の低下に依存する
ことが示された。DHAな どのn-3系不飽和脂肪酸はapoB分解の元進によ りVLDL分泌を抑制 させ
るとの報告 を考慮に入れると、オクタン酸は特異な作用機作を介 して肝細胞か らのVLDL分泌を制御
しているものと考え られる。
第5章apoB遺 伝 子 発 現 に対 す る オ ク タ ン酸 の 作 用
本章では、apoB合成の上流に位置す るapoB遺伝子発現に着 目し、オクタン酸がapoBmRNAの
発現 を抑制す るか どうかについて検討 を行 った。さ らに、オクタン酸によるapoBmRNA発 現制御
のメカニズムを探索す ることを試みた。
実験は、前章 と同様 に、オクタン酸2.OmM添 加区 とコン トロール として脂肪酸無添加区、お よび
ポジティブコントロールとしてパル ミチ ン酸0.2mM添 加 区を設 けた。培養開始24時 間後の細胞を
回収 し、 ノーザンプ ロッ ト法を用いてapoBmRNA発 現量の変化』をGAPDHを 内部標準 として測定
した。apoBmRNA発現量は、2.OmMオ クタン酸添加区で有意 に低下 した(Fig.5-1A)。この結果
か ら、オクタン酸はapoBmRNA発現 を低下 させ ることが明 らかとなった。
さ らにオクタ ン酸がapoB遺伝子の転写 を抑制 している可能性について推察するため、培養開始6,
12,24時間後のapoBmRNA発 現量 に対す る影響を検討 した ところ、オクタン酸2.OmM添 加によ
り、apoBmRNA発現量は培養開始6時 間で約80%、12時間で約40%、.24時間で約20%に低下 し
た(Fig.5-1B)。ヒトapoBmRNA量 の肝細胞内における半減期が約16時 間であるとの報告を考慮
に入れると、オクタン酸のapoBmRNA発 現侭下の一因は、apoB遺伝子の転写抑制による可能性が
推察された。
そ こで、オクタン酸は、apoBプロモーター領域 に結合部位 を有す る転写因子との関与によ りapoB
mRNA発 現量を低下 させ るのではないか との仮説をたてた。 しかし鶏apoBプ ロモーター配列は未だ
明 らか にな っていないため、肝細胞において脂肪酸 との関係が報告 されている代表的な転写因子 とし
てHNF-4α ・PPARα・SREBP-1・SREBP-2に着 目し、オ クタ ン酸 との関与につ いて推察するた
めに、 これ らの転写 因子結合部位 をプロモー ター領域 に有するアポリポプロテイ ンA-1(aPQA-1)・脂
肪酸合成酵素(FAS)・HMG-CQAreductasemRNA発現 の変動 を検討 した。apQA-ImRNA発現量
か らHNF-4α・PPARαとの関与、FASmRNA発現量か らSREBP-1との関与、HMG-CQAreductase
mRNA発現量か らSREBP-2との関与 を推察することができる。 これ らの転写因子は、いずれも直接
あるいは間接的に脂肪酸 との関与が報告 されているものである。実験 の結果、apoA-ImRNA発現量
はオクタン酸添加 によ り変化は認め られなか った(Fig.5-2A)。一方FASmRNA発 現量(Fig.5-2B)
とHMG-CQAmRNA発 現量(Fig.5-2C)はオクタン酸2mM添 加 により、若干低下す る傾向が認め
られ たもの の、先に示 されたapoBmRNA発 現量の低下 と比較す ると、大 きな低下ではなかった。
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これ らの結果か ら、オクタン酸は今回推察 した転写因子 とは関連 していない可能性が示唆された。
本章の結果、オクタン酸 はapoBmRNA発 現量を低下 させる ことが明 らか となった。さらにこの
低下はapoB遺 伝子 の転写抑制による可能性が推察 された。 しか しなが ら、オクタン酸が既知の転写
因子 を介 してapoBmRNAの 転写活性を抑制している という証拠を得る ことはできなかった。しか
し、オクタン酸は他の転写因子、ホルモンレセプター、あるいは抑制因子な どに関与 してapoBmRNA
発現を低下 させ る可能性は否定できない。
第6章 総 括
本研究の結果 、鶏初代培養肝細胞においてオクタン酸 はVLDL分泌低下作用を有す ることが明らか
になった。さらに、オクタン酸のVLDL分 泌制御作用機作は、VLDLの構造タンパ ク質であるapoB
の遺伝子発現 の低下 とそれ に続 くapoB合成の低下 に起因す る ことが示 された(Fig.6)。これまで、
VLDL分泌 は各種脂肪酸の制御をうけることが報告されて いる。例えばオレイ ン酸 は、細胞内apoB
分解 を低下させる ことによ りVLDL分泌を増加させる。一方、n-3多価不飽和脂肪酸は、細胞内apoB
分解 を増加させる ことによ りVLDL分泌 を低下させる。 しか しなが ら、 これ らのいずれの脂肪酸にお
いて もapoBmRNA発 現量は変化 していない。本研究 の結果明 らか にされたオクタン酸のVLDL分
泌低下作用は、これまで脂肪酸によるVLDL分泌制御機構のターゲ ッ トであると考 えられて来た細胞
内apoB分解ではな く、むしろapoB遺伝子発現の低下 とそれに続 くapoB合成の低下に起因すると
いう点で、特異的である。
これまでapoB遺 伝子は、脂肪酸な どの栄養素によって は変動 しない と考 え られて来た。さ らに、
apoB発現のみを特異的 に遺伝子 レベルで低下 させ る栄養素または薬物は これ まで報告がない。した
がって、本研究の結果 は、鶏のみでな くほ乳類において も、 リポプロテイン分泌の生理的 ・栄養的制
御の観点か ら興味深い結果 を提示している。
これ まで中鎖脂肪給与時に認められ る体脂肪蓄積 低下 の作用機作は、様々な面か ら探索されて来た
が、未だ完全には解明されていない。本研究の成果 は、中鎖脂肪給与による体脂肪蓄積低下の要因の
1ひとつ として
、肝細胞からのVLDL分 泌の低下、そ してその低下 はapoBの遺伝子発現とタンパク合
成の低下 に基づ く可能性 を初めて提示 したものである。
これまで、鶏 において脂質蓄積を抑制する試みが多 くなされて きたが、本研究の成果は、apoB発
現制御 によって鶏脂肪蓄積を制御す ることができる可能性 を示 した。さ らに、脂肪蓄積の栄養的 ・生
理的制御を推進す る上では、apoB発現を調節する栄養素そ して機能性物質の探索が有効であること
を提示 した。 このよ うな新たな視点 に立脚 した脂質代謝制御法の開発 に、本研究は資するものである
と考え られる。
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Fig.2-1細胞内TG量とVLDL-TG分泌量に対するオクタン酸とパルミチン酸の影響
オクタ ン酸(Octanoate:●)またはパル ミチ ン酸(Pa㎞itate:□)を0,0.21,0.36,0.60mM添加 し24時間培
養 した。培地 にはアルブミンを脂肪酸:ア ル ブミン冨3.6:1の割合で添加 した。アル ブミンのみを添加 し
た脂肪酸無添加区(Control:◇)も設けた。培養終了後、細胞 と培養上清を回収 し、細胞 内TG量(A)と
VLDL-TG分泌量(B)を測定 した(n=3)。(*:OmMに対 してP<0.05#:Contro1に対 してP<0.05)
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Fig.2-2細胞内rG量増加時におけるVLDL-TG分泌量に対するオクタン酸の影響
パルミチン酸0.2mM添加条件下 において、オクタン酸を0,0.1,0.21,0.36,0.6,1.OmM同時添加 し、
24時間培養 した。培地にはアルブミンを1.88%添加 した。培養終了後、細胞 と培養上清 を回収 し、細胞
内TG量(A)とVLDL-TG分泌量(B)を測定 した(n=3)。(*:OmMに対 してP<0.05)
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Fig.2-3VLDL-TG分泌量に対す るオクタン酸単独添加の影響
オクタン酸を0,0.2,1.0,2.OmM添加 し、24時間培養 した。培地 にはアル ブミンを1.88%添加 した。培
養 終了後、細胞 と培養上清を回収 し、細胞内TG量(A)とVLDL-TG分泌量(B)を測定 した(n言3)。
(P<0.05)
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Fig.3-1パルミチン酸無添加 ・添加条件下におけるapoB分泌量に対するオクタン酸 の影響
パル ミチン酸無添加(A)・0.2mM添加(B)条件下 にお いで オクタン酸を0,1.OmM添加 し、24時聞
培養 した。培地にはアルブミンを1.88%添加 した。培養終了後 、培養 上清を回収 し、SDS-PAGEに
よ りaPQB分泌量を測定した(n躍4)。(Pく0.05)
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Fig.3-2apoB分泌量 に対するオクタン酸の影響Fig.4-1細 胞内apoB量に対するオクタン酸の影響
オクタン酸 を0,0.2,1.0,2.OmM添加し、24時
間培養 した。培地 にはアルブミンを1.88%添加し
た。培養終了後、培養上清を回収し、鶏apoB抗
体 を用いたウエスタンプロット法によりapoB分
泌量を測定 した(n呂4)。(Pく0.05)
オクタン酸2.OmM添加区(Oct芝moate)、コン トロール
として脂肪酸無添加区(Contro1)、およびポジティプコ
ン トロール としてパル ミチ ン酸0.2mM添加区
(Palmitate)を設け、24時間培養 した。培養終了後、細
胞を回収 し、鶏apoB抗体 を用いたウエスタンブロット
法によ り細胞内apoB量を測定した(n富4)。
Contro匠 0伽oate Pa㎞且tate Negat董ve
Fig.4-2鶏apoB抗体を用いた免疫染色像
オクタン酸2.OmM添加区(Octanotate)、コン トロール として脂肪酸無添加区(Control)、およびポジティ
ブコン トロールとしてパルミチ ン酸0.2mM添加区(P記mitate)を設け、24時間培養 した。培養終了後、
鶏apoB抗体を用いた細胞免疫染色法により細胞 を観察 した。ネガテ ィブコン トロールとしてapoB抗体
無添加区(Negative)を設けた。
(FTTC;aAOB,PI:nucleus)
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Fig.4-3細胞内MTP量に対するオクタン酸の影響
オクタン酸2.0血M添加区(Octanotate)、コン トロール として脂肪酸無添加区(Contro1)、およびポジティ
ブコントロールとしてパルミチン酸0.2mM添加区(Pa㎞itate)を設 け、24時間培養した。培養終了後、細
胞を回収 し、鶏Mrp抗体を用いたウエスタンブロット法によ り細胞内MTP量を測定 した(炉4)。
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Fig.4一4[35S]メチオニンに.よりラベルされたapoBの動態
(チェイス培養中の細胞内ラベルapoB量、 ラベルapoB分泌量およびラベルapoB総量の推移)
オクタン酸2.OmM添加区(Octanotate)、コン トロール として脂肪酸無添加区(Contro1)、およびポジティ
プコントロール としてパルミチン酸0.2mM添加区(Pa㎞itate)を設け、24時間培養 した。培養終了後、メ
チオニン無添加培地で1時間の前培養 を行い、続 いて[35S]メチオニ ン添加培地 に交換 し1時間培養 した
(Pulse)。その後[35S]メチオニン無添加 ・10mMメチオニン添加培地に交換 し0.5,1,2,3時間の培養を行っ
た(Chase)。いずれの培地にも脂肪酸 またはアルブ ミンを添加 した。培養終了後、細胞 と培養上清 を回収
し、鶏apoB抗体を用いた免疫沈降法によりapoBを回収し、apoB画分の放射活性 を測定 し、細胞内ラベ
ルapoB量(Ce11)、ラベルapoB分泌量(Media)、ラベルapoB総量(細胞内 ラベルapoB量+ラベルapoB分泌
量:7btal)を求め、パルス終了直後のラベルap6B量に対する比率で示 した(n=3-5)。
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Fig.4-5チェイス培養3時間後 のラベルapoB動態量に対するオクタン酸の影響
パルス ・チェイス試験の結果か ら、チェイス3時間後の細胞 内ラベルapoB量(Ce11)、ラベルapoB分泌量
(Media)、apoB分解量(Degradation)を測定 した(nヨ3-5)。
apoB分解量:パ ルス終了直後の細胞内ラベルapoB量一チェイス培養3時間後 におけるラベルapoB総量(細胞
内ラベルapoB量+ラベルapoB分泌量)
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Fig.4r6apoB分解 に 対 す る オ ク タ ン酸 の影 響
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パルス ・チェイス試験の結果から、チェイス培養3時間後 におけるapoB分解量(A)とapoB分解率(B)
を測定した(n=3-5)。(P〈0.05)
鋤B分 解量:パ ルス終了直後の細胞内ラベルapoB量一チェイス培養3時間後におけるラベルapoB総
量(細胞内ラベルapoB量+ラベルapoB分泌量)
apoB分解率:パ ルス終了直後の細胞内ラベルapoB量に対す るapoB分解量の割合
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Fig.4-7ラベルapoB分泌量に対するオクタン酸の影響Fig.4-8パルス終了直後の細胞内ラベルapoB量に対
するオクタン酸の影響
パルス ・チェイス試験の結果から、チェイス培養3時間
後 におけるラベルapoB分泌量を測定した(n=3-5)。 パルス ・チェイス試験の結果か ら・パルス終了直後の
細胞内 ラベルapoB量を測定 した(n醤5)。(P<0.05)(P<0.05)X10'
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Fig.4-9ALLN添加 時 に お け るapoB合成 量 に 対 す る'オク タ ン酸 の 影 響
オクタン酸2.OmM添加区(Octanotate)、コントロールとして脂肪酸無添加区(Control)、およびポジティ
ブコン トロールとしてパルミチン酸0.2mM添加区(Pa㎞itate)を設け、24時間培養 した。培養終了後、
ALLN40μM添加/無 添加条件においてメチオニ ン無添加培地で1時間の前培養 を行い、続けてALLN添
加(+)/無添加(一)条件において[35S]メチオニン添加培地 に交換 し1時間培養 した。いずれの培地にも脂肪
酸 またはアルブミンを添加 した。培養終了後 、細胞 を回収 し、鶏apoB抗体を用いて免疫 沈降法により放
射活性を測定 し、細胞内ラベルapoB量を測定 した(n=5)。(P<0.05)
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Fig.5・lapoBInRNA発現量に対するオクタン酸 の影響con重ro量oc伽oatePa㎞lmte
オクタン酸2.OmM添加区(Oct組ot伽)、コン トロール として脂肪酸無添加区(Contr。1)、およびポジティプ
コン トロールとしてパルミチン酸0.2mM添加区(Pa㎞itate)を設け、24時間(A)、または6,12,24時間(B)培
養した。培養終了後、細 胞を回収 し、ノーザ ンプ ロッ ト法 によ り、apoBmRNA発現量 をGAPDHを内部
標準 として測定 した(n=4)(P<0.05)。
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F重g.5-2apoA・1,FAS,HMG・CoAreductasemRNA発現 量 に 対 す る オ ク タ ン酸 の 影 響
オ ク タ ン 酸2.OmM添 加 区(Octanotate)、コ ン ト ロ ー ル と し て ア ル ブ ミ ン の み を 添 加 し た 脂 肪 酸 無 添 加 区
(Co盤セ01)、お よ び ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル と して パ ル ミ チ ン 酸0.2mM添 加 区(Pa㎞itate)を設 け 、24冠寺問 培
養 し た 。 培 養 終 了 後 、 細 胞 を回 収 し 、 ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ り、apoA・1,FAS,HMG-CoAreductase
mRNA発 現 量 をGAPDHを 内部 標 準 と して 測 定 し た(n富4)。
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Fig.6オクタン酸によるVLDL分泌低下の作用機作のスキーム
オクタン酸はVLDL分泌低下作用を有し、その作用機作 は、apoBmRNA発現の低下 とそれに続 くapoB合成
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論 文 審 査 結 果 要 旨
リポプロテ インは体 内各組織 ヘエ ネルギー と代謝基質 を輸送す る血 中脂 質輸送体であ り,そ の代謝動
態 は動物の脂 質代謝 の根幹 となる もの であ る。 これまで,リ ポプ ロテイ ン代謝の栄養 的制御が試み られ
ているが,そ の中で も脂 質栄養素 に よる代謝制御 は最 も有効であ る。中鎖脂肪 は炭素 数6-12の脂肪 酸
(中鎖脂肪酸)か ら構成 される脂質であ り,こ れまで,哺 乳動物 ・鶏 を含 めて,脂 肪 蓄積 を抑制す るこ
とが確 かめ られてい る。その抑制機構 は十分 には解明 されていないが,鶏 で は脂 質合成 と脂質輸送 にお
ける肝臓 の役 割が極 めて大 きい ことを考慮 する と,肝 臓か らの脂 質輸 送,す なわち リポプ ロテイ ン代 謝
が関与す るもの と考えられる。 これは,鶏 に中鎖脂肪 を給与する と血漿 中 リポプロテイ ン濃度が低下 し,
そ して腹腔内脂 肪量が減少 した との報告 で も例証 され ている。
本研 究は,リ ポプ ロテイ ン(超 低密度 リポプロテ イン,V:LDL)の代謝 お よび分泌 に対す る中鎖脂肪
酸(特 にオクタン酸)の 作用 と作用機作 を,鶏 初代 培養肝細胞系 を駆使 して解明 した ものであ る。
得 られた結果 は次 のように要約 される。(1)鶏 初代培養肝細胞系ヘ オクタン酸 を添加 したところ,1-
2mMで は細胞か らのVLD■一トリグ リセ リ ド分泌が低下 した。(2)VLDLの 構造 タンパ ク質である
apolipoproteinB(apoB)の肝細胞か らの分 泌量 は,オ クタ ン酸添加(1-2mM)で 減少 した。 これ ら
の結果 か ら,中 鎖脂肪酸であるオクタン酸 は,鶏 初代培養肝細胞 においてVLDL分 泌抑 制作用 を持つ と
結論 した。(3)肝細胞 内におけるapoB代謝 に対するオ クタン酸 の作用 を検討 した。[35S]一Methionine
を用 いたPulse-Chase試験 において,2mMの オクタン酸 はapoB合成 と分解の両者 を抑制する作用 を
持 つ ことを初めて確認 した。 しか し,VLDLassemblyに関与 す るMTP量 には影響 を与 えなかった。
(5)オ クタン酸添加 によ りapoBmRNA発 現は低 下 した。 また,そ の発現量 は培養 時間に従 って著
し く低下す ることか ら,mRNA発 現低下の一因は,apoB遺伝子の転写抑制 による可能性 を推察 した。
(6)apoBmRNA発現低下がapoBプロモ ー ター領域 に結 合部 位 を有す る転写 因子 と関連す る との
仮定で検討 を進 めたが,脂 肪酸が 関与す る代 表的 な転写因子 との関連は確定で きなかった。
以上,本 研究 の成果は,ま ず第一に,鶏 初代培養肝細胞においてオクタン酸がVLDL分 泌抑 制作用 を
持 つこ とを実証 したことにある。第二 に,そ の作用機 作 として,オ クタン酸 はVLD五の構造 タンパ ク質
であるapoBの分解 を抑制す るだけで な く,さ らにapoB合成 を強 く抑制 する との,こ れまで に報告 の
ない,新 たな作用 機作 を有す るこ とを示 した。第;三に,こ れまでapoB遺伝子は脂肪酸 な どの栄養素で
は修飾 を受けないと理解 されてきたが,オ クタン酸 はapoBmRNA発現低下作用 を持つ栄養素であ るこ
とを初 めて明 らかに した。
本研究は,中 鎖脂肪給与 による体脂肪蓄積低下 そ してVLDL分 泌低下の発現 メカニズムを解明 しただ
けではな く,脂 肪蓄積 な どの脂質代 謝 を栄養 生理的に制御 する上 で,apoB発現 を指標 に して検討す る
ことが有用である ことを示 した ものであ り,新 たな脂 質代謝研 究の方向性 を提示 した もので もある。審
査委員 一同は,本 論文提 出者 に対 し,博 士(農 学)の 学位 を授与 す るに値 する もの と認定 した。
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